酸化ストレスで生成するニトロアルケンは生理的な抗炎症剤か? by 小城 勝相
酸化ストレスで生成するニトロアルケンは生理的な
抗炎症剤か?
著者 小城 勝相
雑誌名 ビタミン
巻 87
号 7
ページ 367-373
発行年 2013-07-25
URL http://id.nii.ac.jp/1146/00008154/
367ニトロアルケンは生理的な抗炎症剤か？7号（7月）2013〕
　
1．はじめに
　炎症においては活性酸素，一酸化窒素，両者から派
生する N2O3，NO2，NO2－，ONOO－など多くの化学種
が発生する．これらは脂質，タンパク質，核酸塩基な
ど多くの生体分子と反応し，生成物が酸化ストレス指
標として使われてきたものもある．一方，これらの中
で生理活性を示す分子もいくつか存在する．中でもニ
トロアルケンは生体内で非酵素的に生成する抗炎症剤
として注目に値するバイオファクターである．
　
2．化学構造と生成機構
　ニトロリノール酸（LNO2）の構造を図 1に示す．こ
の図には，9-ニトロリノール酸を示したが，ニトロ基
は 10，12あるいは 13位に結合するものもあり，LNO2
はこれらの混合物である．これらの異性体は HPLCで
分離可能で，合成した標品と比較しマススペクトルを
駆使して構造が決定されている 1）．
　ニトロオレイン酸（OA-NO2）も同様で，9か 10位に
ニトロ基が結合している．こちらも分離可能で，MS，
NMRを駆使して構造決定されている 2）．ここで重要
なのは，二重結合にニトロ基が結合しているためマイ
ケル付加の反応性が非常に高く，生体内の濃度でもタ
ンパク質の Cysにアルキル化が起こることで生理作用
を発揮することである．
　このようなニトロ不飽和脂肪酸の生成機構を予想す
ると，NO2が NOと酸素による反応で，あるいはペル
オキシダーゼなどによる NO2－の酸化により生成する．
NO2は不対電子を持つラジカルであり二重結合に付加
すると炭素ラジカルが生成する．酸素濃度が低い生体
内では酸素が反応する前にもう一分子の NO2がこれに
付加し，ジニトロ体から HNO2が脱離すればニトロ不
飽和脂肪酸の構造になる 3）．
 
　
3．生体内濃度
　ヒト血漿中の遊離 OA-NO2濃度は約 600 nM，エス
テル化された OA-NO2濃度は 300 nMであり，OA-NO2
濃度は LNO2濃度より 50%程度高く，両方を合わせる
と 1μM位の濃度になる 2）．遊離とエステル化 LNO2
の濃度はヒト血漿ではそれぞれ 80および 550 nMであ
り，赤血球ではそれぞれ 50および 250 nMであった 4）．
一方で，9-NO2-OA，10-NO2-OAはともに約 0.3 nMし
かなく，LNO2はさらに少なく，その濃度は Freeman
の報告 2）よりも 1000倍低いという Tsikasらの報告 5）も
ある．両報告ともにマススペクトルを駆使する方法で
行っており，現在の所どちらが正しいのかわからない．
OA-NO2がグルタチオン（GSH）やタンパク質に容易に
付加することを考えると、血漿中のその濃度が 600 nM
あるのは高すぎると後に Freemanら 6）も報告している．
GSH濃度は血漿中では 10μM程度であるが，臓器中
では mMオーダーになる．高反応性分子の定量は困難
だが，その濃度はその生理作用を考える上で極めて重
要であり，その定量法の解明が待たれる．
　体内分布については，OA-NO2をマウスに静注する
と，それはすぐに血漿タンパク質と GSHに付加する．
これらの付加体はβ-メルカプトエタノール（ME）を
加えるとMEの付加体になるので，マイケル付加は可
逆的であることがわかった．OA-NO2は肝臓でβ-酸
化され，16:1-NO2，14:1-NO2，12:1-NO2とそれに対応
する CoA付加体になる．同時に OA-NO2は 18:0-NO2
と 18:2-NO2にも変換される．［3H］18:1-NO2をマウスに
静注すると，90分後には放射活性の 64%が回収され，
それらは血漿（0.2%），肝臓（18%），筋肉（31%），尿
（6%），腎臓（2%），脂肪組織（2%）などに分布してい
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た 7）．マイケル付加が可逆的なら GSHなどに付加し
たニトロアルケンは貯蔵され，適当な場所で遊離して
機能する可能性もある。
　
4．生理活性
　10-および 12-ニトロリノール酸は pH 7.4の緩衝液中
で NOを放出しながら分解し，みかけの NO放出速度
定数は 9.67×10－6sec－1である．一方，疎水性環境，例
えばホスファチジルコリン /コレステロールリポソー
ム内では NO放出は非常に遅いために LNO2は NOの
膜貯蔵分子であると考えられる 8）が，単に NOを放出
するだけではあまり面白くない．それ以外の興味深い
機能がニトロアルケンにはあり，そのことについて以
下に述べる。
　4-1．タンパク質との反応
　脂質過酸化反応で生成する親電子物質がタンパク質
を修飾する例として，HNE（4-ヒドロキシ-2-ノネナー
ル）がインスリンの His9），GADPH（グルコース-6-リン
酸デヒドロゲナーゼ）の Cys，Hisおよび Lys10），カテ
プシン Bの Cysと His11）などを修飾することが知られ
ている．GADPHには活性中心に Cys149が存在し，
LNO2と OA-NO2はこの Cysに結合して GADPH活性
を阻害する．LNO2とOA-NO2の IC50は 3μM程度だが，
それらの GADPH活性阻害は peroxynitriteや過酸化水
素より 30倍も強力である．また，正常ヒト赤血球に
GSHや GADPHの LNO2と OA-NO2の付加体が存在し
ている 12）．
　HNEと比較して LNO2と OA-NO2の方が Cysへの特
異性は高いようである．その理由は GSHとの反応速
度をみると，LNO2と OA-NO2は pH 7.4，37℃でそれ
ぞれ 355および 183 M－1sec－1であるが，過酸化水素は
2.6 M－1sec－1，HNEは 1.3 M－1sec－1であった．GSHと
の反応速度が LNO2と OA-NO2で高いのは，これらが
チオールに対して圧倒的に高い反応性をもつためであ
る 13）。このことはニトロ基の重要性を示している．
　OA-NO2はXOD（キサンチンオキシドレダクターゼ）
を阻害し，その IC50は 0.6μMであり，その阻害活性
は痛風治療薬のアロプリノールより強い．OA-NO2は，
非競争的阻害で XODのモリブデン補因子の電子移動
を阻害する．この阻害にはカルボン酸と二重結合に結
合した NO2が必須である．アロプリノールは細胞に結
合した XODに対しては阻害活性が弱いが，OA-NO2
は強い阻害作用を示した 14）．
　4-2．細胞系における作用
　4-2-1．血小板
　ヒト血小板はトロンビンによって凝集，Ca2＋濃度上
昇，P-セレクチンの細胞表面への露出などが起るが，0.5
～ 10μMの LNO2を作用させるとこれらは用量依存的
に阻害された．10μM LNO2により血小板の VASP（va-
sodilator-stimulated phosphoprotein）の Ser157がリン酸
化された．このリン酸化は cAMP依存性タンパク質キ
ナーゼによるものであり，この作用はアデニル酸シク
ラーゼ阻害剤の添加で消失する．また，血小板ホモジ
ネートにおける cAMPの AMPへの加水分解も LNO2
で阻害されることから，LNO2による血小板機能の阻
害には cAMPが関与する 15）．
　4-2-2．白血球
　ヒト好中球を PMA（ホルボールエステル）か N-form-
yl-Met-Leu-Pheで活性化すると，O2－発生，Ca2＋流入，
エラスターゼ放出，CD11b発現などが起るが，LNO2
は 0.25μMでこれらを阻害した．これらの阻害は，
LNO2がアデニル酸シクラーゼを活性化して cAMP濃
度を上昇させたことに起因しており，上記の血小板と
類似の効果であった 16）．
　LNO2は，マウス RAW264.7マクロファージに CD36
を発現させた．この発現は，PPARγ（peroxisome prolif-
erator-activated receptorγ）特異的阻害剤である GW9662
で阻害され，RXRα（retinoic X receptorα）作動薬の 9-
シス-レチノイン酸で増強された．以上のことから，
LNO2は PPARγを活性化すること，またその活性化
能力はロシグリタゾンと同程度であることがわかっ
た 17）．LNO2は PPARγの Cys285にマイケル付加して
おり 18），LNO2と PPARγが結合した分子について X
線解析を用いてその構造が検討されている 19）．
　RAW264.7マクロファージにLPS（lipopolysaccharide）
を作用させると，IL-6（インターロイキン-6），TNFα（腫
瘍壊死因子α），MCP-1（monocytes chemoattractant pro-
tein 1）などが分泌されるが，LNO2と OA-NO2は 0.5～
1μMの濃度でこれらの分泌を有効に阻害した．この
効果は NO，PPARγ，HO-1（ヘムオキシゲナーゼ-1）
などを介するものではなく，LNO2と OA-NO2が NF-
κB（nuclear factor κB）の p65 にマイケル付加して
DNA結合能を阻害することで，NF-κBの転写活性を
阻害することによるものである 20）．
　ニトロアルケンと同様にマイケル付加が可能な 15d-
PGJ2（15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2）は RAW264.7細胞
において PPARγを活性化して NOSや TNFαの誘導
を阻害するが，同時に NF-κBの DNA結合部位の Cys
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に付加して転写活性を阻害することで抗炎症作用を示
し，ニトロアルケンと類似の効果を有することが報告
されている 21）．
　RAW264.7マクロファージに LPSを作用させると，
炎症性 STAT-1（signal transducer and activator of transcrip-
tion 1）活性化と STAT-1依存性の iNOS（誘導型 NOシ
ンターゼ）や MCP-1の転写活性が亢進するが，OA-
NO2と LNO2はこれらを阻害した．これらの阻害効果
は NOや PPARγによるものではなく，MKP-1［MAPK
（MAPキナーゼ）phosphatase 1］を誘導することで脱リ
ン酸化が起き，炎症性 STATシグナルが阻害される結
果であった 22）．このように，マクロファージを LPS
で活性化したときにも色々な経路が活性化されること
がわかる．
　4-2-3．血管内皮細胞
　LNO2と OA-NO2は，各 2.5μMで LPSや TNFαで処
理した THP-1細胞（ヒト単球セルライン）や HUBEC（ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞）における接着分子 VCAM-1（vas-
cular cell adhesion molecule-1）の発現を阻害した．また，
LNO2は 10μMで TNFαによって活性化された THP-1
細胞のヒト内皮細胞への接着や rollingを阻害した．こ
れらの阻害は炎症反応を緩和することに寄与する 20）．
また，HUBECにおいて，OA-NO2は Nrf 2（nuclear fac-
tor-erythroid 2-related factor 2）依存性の HO-1などの遺伝
子発現を亢進するが，その亢進のメインは Nrf 2とは独
立した経路である熱ショック転写因子の活性化による
ものである．熱ショック応答は抗炎症性の反応である
ために，ニトロアルケンがこのような作用により抗炎症
作用を持つ可能性がある 23）．
　HAEC（ヒト大動脈内皮細胞）に 1μMの LNO2を作用
させると，その 4時間後に HO-1 mRNAが 8倍に，16
時間後でそのタンパク量が 2倍に増加した．ラット大
動脈切片を 25μM LNO2で処理すると，HO-1タンパク
質は 40倍になり，その増加は内皮細胞と平滑筋に局在
していた．この LNO2の効果は PPARγ拮抗薬の影響を
受けないので PPARγに依存せず，NO捕捉剤としての
働きに部分的に依存している 24）．その後，LNO2による
HO-1の誘導はHO-1プロモーターのCREB（CRE-binding 
protein）-1が CRE（cAMP応答配列）と E-boxに結合す
ることで起ること，またこの誘導に AP-1（activating pro-
tein-1）も関与することが報告された 25）．
　4-2-4．大動脈平滑筋細胞
　単層 RASMC（ラット大動脈平滑筋細胞）やラット大
動脈切片に 10μMの LNO2を作用させると，すぐに代
謝され NO2－が 10～ 20%生成した．これらの組織で
は cGMPが増加し，張力の測定により内皮非依存的な
弛緩が認められた．この弛緩作用はグアニル酸シク
ラーゼ阻害剤や NO捕捉剤で阻害されるので，LNO2
から NO類似分子が発生していることによると結論付
けられている．すなわち，LNO2は NOの貯蔵分子と
して機能している 26）．
　LNO2 は，0.5μM で ウ シ 胎 児 血 清 添 加 に よ る
RASMCの増殖を有意に阻害する．この増殖阻害は，
LNO2が p27kip1（サイクリン依存性キナーゼインヒビ
ター）を増加させる結果，G1相の細胞が増加し，S相
の細胞が減少することによるものである．LNO2は
Keap1（Kelch-like ECH-associating protein 1）に作用して
Nrf 2を活性化し，ARE（antioxidant response element）を
活性化すると同時に Nrf 2タンパク質自身も誘導した．
また，Nrf 2を過剰発現すると，p27kip1が増加した．以
上のことから，LNO2は Keap1/Nrf 2経路により p27kip1
を増加させ，血管平滑筋細胞の増殖を停止させること
がわかった 27）．
　4-2-5．腎臓細胞
　上記の Nrf 2は Phase II酵素を誘導したり，酸化スト
レスに対応したりするが，その誘導や対応は Cysを多
く含むセンサーである Keap1で調節される．Keap1は，
Nrf 2の cullin 3依存性ユビキチン化と分解を調節する．
アルキル化剤の IAB（N-ヨードアセチル-N-ビオチニル
ヘキシレンジアミン）を HEK293細胞（human embryon-
ic kidney 293 cells）に作用させると，IABが Keap1の
Cysに結合する結果，Keap1がポリユビキチン化され，
Nrf 2の核内蓄積と HO-1誘導が生じた 28）．一方，同じ
アルキル化剤でも 0.25μMの OA-NO2を HEK-293T細
胞に作用させると，Keap1の6つのCysが修飾されるが，
中でも Cys273と Cys288とが OA-NO2に対して反応性
が高かった．OA-NO2は，このような Cysの修飾によ
り Nrf 2を活性化する．Keap1の Cysに対する反応性
は 9-ニトロ-OAの方が 10-ニトロ-OAよりも高い．通常，
Keap1の Cys151が修飾されることが多いが，OA-NO2
は Cys151には無関係であった 29）．
　4-2-6．脂肪細胞
　LNO2や OA-NO2は PPARγを活性化することで 3T3-
L1前脂肪細胞の分化を誘導し，また分化した脂肪細胞
のグルコース取り込みも誘導した．OA-NO2は PPARα，
γ，δのすべてを活性化できるが，特に PPARγを 100 
nMの濃度で活性化できるので，親和性だけからみると
本来の PPARγに対する生理的リガンドといえるほどで
370 〔ビタミン 87巻小城　勝相
ある．一方，PPARαとδの活性化には 300 nMの OA-
NO2が必要であるが，それでも OA-NO2はかなり強力
な活性化剤である 17）30）．
　4-3．組織および動物実験における作用
　4-3-1．心臓と血管
　LNO2や OA-NO2の Cysへの付加は可逆的であり，
MEでタンパク質に付加したものを置換してMEに移す
ことができ，この量をMS/MSで測定できる．ラット心
臓の I/R（虚血・再灌流）を行うと，ミトコンドリアの
LNO2量は 3.6から 186 pg/mg proteinに増加した 31）．こ
の増加したLNO2濃度は574 fmol/mg proteinである。ラッ
ト灌流心臓を用いて IPC（ischemic preconditioning）を行
うと，心臓のミトコンドリアには LNO2が 620 fmol/mg 
proteinに増加した．これは大体 1μMに相当する．心筋
細胞を I/R処理するときに 0.5μMの LNO2を添加する
と生存率が上昇した．LNO2はミトコンドリアの脱共役
を促進するが，この促進は UCP（uncoupling protein）や
ANT（adenine nucleotide translocase）阻害剤で阻害され
た．また，ビオチン化 LNO2はANTの SH基に結合した．
適度な脱共役は，心筋保護に働くことがわかってい
る 32）．
　マウス心臓の左冠動脈を I/R（30分虚血，30分再灌
流）すると，Sham群や虚血のみの群では 0であった心
臓の OA-NO2濃度は 9.5 nMに上昇した．虚血 15分前
に OA-NO2（20 nmol/g体重）をマウスの腹腔内に投与す
ると，I/R後の心臓の OA-NO2濃度は 230 nMに増加し
た．マウス心臓を I/R（30分虚血後 24時間再灌流）し
た場合，OA-NO2投与により梗塞部位の面積が有意に
低下し，左室の機能も改善された．この OA-NO2の効
果は，一部 NF-κBを介する機序による．前にも述べ
たように，OA-NO2処理によって p65にマイケル付加
が起き，NF-κB p65の活性化が有意に低下した．すな
わち，この低下は NF-κBのシグナルを阻害するため
である．OA-NO2を投与したマウスの心臓では，NF-
κB の下流に位置する ICAM-1（intercellular adhesion 
molecule 1）やMCP-1の発現が有意に低下し，好中球
の浸潤も有意に低下した．また，血清中の TNFαや
IL-6のレベルも有意に低下し，虚血部位のアポトーシ
ス細胞数や caspase-3活性も有意に低下した 33）．
　マウスの大腿静脈をワイアで物理的に障害した後，
21日間 OA-NO2（2 mg/kg per day）を投与すると，非投
与群と比べ内膜の過形成が有意に阻害され，同時に
HO-1が誘導された 34）．この効果は HO-1を Sn（IV）-
ポルフィリンで阻害した場合や HO-1ノックアウトマ
ウスではみられないので，この効果は HO-1の活性を
介するものである 34）．
　4-3-2．腎臓
　マウス腎臓を I/R（30分虚血，24 時間再灌流）すると，
血漿中の BUN，クレアチニン，TNF-αなどのレベル
や組織学的観察で評価した障害度，多形核白血球の浸
潤，腎臓での ICAM-1，IL-1β，NADPH oxidaseのサ
ブユニット p47phox，gp91phoxの mRNAなどのレベルは
増加した 35）．一方，OA-NO2（500μg/kg）を腹腔内に虚
血 1時間後から 6時間ごとに投与すると，これらの増
加のすべてが有意に抑制された 35）．
　4-3-3．メタボリックシンドローム
　糖尿病性 Lepob（ob/ob）マウスに PPARγを活性化す
る OA-NO2（8 mg/kg/day）を 4週間投与すると，血漿
OA-NO2は 32 nMに上昇し，血糖値も正常化し，イン
スリンレベルも有意に低下し，インスリン抵抗性も改
善した．この糖尿病性マウスの体重は Rosi（ロシグリ
タゾン）（6 mg/kg/day）投与で増加したが，OA-NO2投
与では増加しなかった．Rosiと OA-NO2では遺伝子発
現のパターンに差があり，例えば Rosiはメタボリック
シンドロームを進展させる aP2（adipocyte fatty acid 
binding protein）36）を誘導するが，OA-NO2はその誘導
を行わないので，OA-NO2は副作用が少ないと結論付
けられている 18）．
　動脈硬化モデル動物のアポリポタンパク質 E欠損マ
ウスに 12週間高脂肪・高コレステロール食を与えた．
このマウスに OA-NO2（8 mg/kg/day），OA（8 mg/kg/
day），あるいは vehicleを投与し、それらの効果を比
較した結果，OA-NO2投与により大動脈の動脈硬化巣
の面積は OAや vehicle投与群に比べ 32％低下し，プ
ラークも 39%低下した．OA-NO2は単球 /マクロファー
ジの浸潤，MCP-1，VCAM-1，ICAM-1などの発現，
O2－発生なども低下させた．これらのマウスの BMDMs
（bone marrow-derived macrophages）を LPS処理したと
き，OA-NO2投与マウスから得られた細胞では O2－発
生が少なかった．BMDMsを酸化 LDL（low-density li-
poprotein）で処理すると STAT-1が活性化される．この
活性化は泡沫細胞生成に関与するが，OA-NO2により
STAT-1のリン酸化は低下した．また，OA-NO2投与マ
ウスのプラークでは STAT-1のリン酸化は低下し，泡
沫細胞の生成も抑制された．さらに，OA-NO2投与に
よりプラークのコラーゲンやα-SMA（α-smooth mus-
cle actin)の含量が高くなるので，プラークの安定性も
高いと考えられた 37）
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5．その他のニトロアルケン
　その他のニトロアルケンとして，コレステリルニト
ロリノール酸エステル（Ch18:2NO2）がヒト血漿に約 77 
nM存在するとされている 38）が，その生理的意義は不
明である．
　もう一つはニトロ化共役リノール酸（NO2-CLA）であ
る．ラット肝臓ミトコンドリアと NO2－を反応させる
と，9-NO2-CLAと 12-NO2-CLAが生成され，CLAは他
の脂肪酸よりも量は少ないにもかかわらず優先的にニ
トロ化された 39）．
　（9Z,11E）-CLA存在下，RAW 264.7細胞を LPS/イン
ターフェロンγで活性化すると，9-NO2-CLAと 12-NO2-
CLAが生成した．1μMのリノール酸（LA）や OAを添加
してもCLAのほうが高反応性であるために LAや OAは
ニトロ化されない．（9Z,11E）-CLAをミエロペルオキシ
ダーゼ /H2O2/NO2－で酸化すると，9-および 12-NO2-CLA
が生成した．この反応系に CLAの 50～ 400モル倍のチ
ロシンを加えても阻害せず，むしろニトロ化は増加し
た 39）．また，LAに ONOO－（＜20μM）を加えてもニトロ
化しないが，（9Z,11E）-CLAの場合には用量依存的なニト
ロ化がみられた．NO2ガスで直接反応性を比較すると，
CLAは LAの 10万倍の反応性を示した．血漿中では共
役ジエンはビスアリル基の 1/100程度しか存在しないが
反応性が高いので，CLAが主に NO2と反応すると考え
られる 39）．
　健康なヒトの血漿中の NO2-CLA濃度は平均 0.72 nM
であった．ラットに CLAと Na15NO2を各 100μmol投
与すると，15NO2-CLAは胃，小腸，大腸，血漿，肝臓，
尿などに検出される．また，HO-1タンパク質が大腸
上皮細胞の細胞質に誘導された．RAW 264.7細胞でも
5μMの NO2-CLAの添加により NO2-LAと同様に HO-1
が誘導された 39）．ヒト血漿で NO2-CLAが OA-NO2よ
りもはるかに生成しやすいとしても，NO2-CLAが有意
な生理作用を有しているかどうかは今後の課題であ
る．
　
6．おわりに
　高度不飽和脂肪酸，特にイコサペンタエン酸やドコ
サヘキサエン酸など n-3系脂肪酸から生理的に合成さ
れるレゾルビンやプロテクチンなどには特異的受容体
が存在し，それを介してニトロアルケンよりはるかに
低濃度で消炎作用を示す 40）．一方，炎症部位に存在す
る活性酸素や窒素酸化物の関与で非酵素的に生成する
ニトロアルケンは，マイケル付加によっていくつかの
タンパク質の機能を変えることで抗炎症作用をもつ．
酸化ストレスセンサータンパク質が高い求核性を持つ
Cysを含むことは多くの例で知られているので，コン
セプトとしては非常に興味深い。
　ニトロアルケンの生体内の濃度は局所でも 1μM程
度であろうが，PPARγの活性化のように 100 nMでも
有効な例があり，1μMでもニトロアルケンは多くの
機能を発揮することが報告されている．一方，例えば
ニトロアルケンが NF-κBを阻害すると，抗酸化系酵
素の誘導も同時に阻害することになる．実際に抗炎症
剤としてニトロアルケンが in vivoで全体的にどの程度
の有効性があるのかについて，またニトロアルケンの
創薬につながる可能性や毒性など含め，これらの今後
の研究の発展が期待される．
（平成 2◆ .◆ .◆受付）
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